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概要 
 
トキソプラズマ(Toxoplasma gondii)は、偏性細胞内寄生性原虫に分
類される病原体で、胎盤通過性があり、胎児に重篤な脳障害を伴う
先天性トキソプラズマ症を引き起こす。胎盤におけるトキソプラズ
マ原虫感染に対する免疫応答の分子学的メカニズムについては、未
だよくわかっていない。本研究では、胎盤における免疫細胞の表現
型を同定するためのフローサイトメトリを用いた解析方法を確立
した。トキソプラズマ原虫感染後の胎盤では、CD11b+ Gr-1+ 細胞
分画が有意に増加していた。これらの結果は、胎盤を介したトキソ
プラズマ原虫感染に対する免疫において、自然免疫応答が重要な役
割を担っている可能性を示唆している。 
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１． 背景 
 
 トキソプラズマ症は、宿主の免疫能が正常な状態ではほとんど症
状はなく不顕性感染として経過するが、エイズや臓器移植、妊娠な
どにより免疫抑制の状態になると発症する日和見感染症である
（1-3）。特に妊娠中のトキソプラズマ初感染では、流産や死産、先
天性トキソプラズマ症として重篤な脳障害、眼病変を引き起こす
（4-7）。1974 年にフランスの Desmonts と Couvreur らが先天性
トキソプラズマ症について、胎内感染（経胎盤感染）の予防のため
に妊娠中のスクリーニングや妊婦への教育、治療の重要性について
初めて言及したが（8）、いまだ確かな予防法は確立されていない。
出生時に典型的な症状を呈する症例の報告は、日本では年間 5～10
例前後とされている。これまで日本における先天性トキソプラズマ
症の発症頻度は欧米に比べて低いとされてきたが（9,10）、ペット
ブームや食生活の変化で、近年は日本でも必ずしも低頻度ではない
と認識されるようになってきた。欧米と同様の新生児感染率で年間
100~1,000 症例／100 万分娩と考えられる（11）。不顕性・遅発性
の先天性感染は、出生時の画像検査や肉眼所見での診断が困難であ
り、近年、思春期や成人に発症または診断される先天性トキソプラ
ズマ症の症例も増加してきており、実際の発症頻度は低くないと考
えられている（12）。 
 トキソプラズマは、偏性細胞内寄生性原虫に属する病原体である。
その感染は、加熱処理が不十分な肉をはじめとする食物・水などの
経口摂取を介して起こる。図Ⅰにトキソプラズマの生活環を示す。
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トキソプラズマ原虫感染は、中間宿主であるヒトへの経口感染によ
り腸管内で嚢子から緩増虫体が遊離して、腸管壁から侵入し、腸管
静脈経由によりリンパ行性または血行性に全身に移行する。経口感
染してから 3～7 日で大動脈系へ移行するが、この間にトキソプラ
ズマ原虫が白血球細胞内に感染すると、急増虫体へステージ変換・
増殖しながら全身へ組織・臓器へ播種され、各臓器へ感染し増殖す
る。トキソプラズマ感染には臓器親和性があり、肺・肝・心・脳・
骨格筋に好んで感染するが、特に妊婦では、胎盤にも好んで感染し、
胎児への経胎盤感染に至る場合もある。これら臓器においては感染
後、組織内嚢子として存在する（13-15）。 
胎盤は、栄養膜により形成された絨毛膜有毛部の絨毛と、それに
接する母体脱落膜（基底脱落膜）とによって形成される円盤状の構
造体である。胎盤絨毛には、母体・胎児間の物理的なバリアとして、
胎盤関門が存在し、主に母体血に接している絨毛表面から、その内
部の細胞性栄養細胞層、基底膜、結合組織、胎児血管基底膜、血管
内皮細胞までの絨毛組織が関門を形成している。トキソプラズマの
胎盤感染は、母体の経口感染から数日後には胎盤へ血行性に到達し、
成立するとされる。何らかの因子で胎盤の感染防御能が低下すると、
急増虫体となって臍帯静脈へ侵入し、胎児へ移行することで母児感
染が起こるとされる(16,17)。 
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２． 目的 
 
トキソプラズマ原虫は、経口感染に続いて腸管上皮を通過し、広
範囲に伝播する。ヘルパーT1 細胞や NK 細胞から誘導された IFN
γは、トキソプラズマ原虫に対する免疫応答において重要な役割を
担っている（18-21）。さらに、炎症性単球がトキソプラズマ原虫に
対する粘膜抵抗のために不可欠とされる（22-24）。好中球は IFN
γの供給源として、トキソプラズマ原虫に対する宿主防御に重要な
役割を担っていることが報告された（25,26）。加えて、好中球はト
キソプラズマ原虫感染を制限する好中球細胞外トラップ（NET）を
放出する（27）。その一方で、好中球はトキソプラズマ原虫に侵入
されると、体中へのトキソプラズマ原虫の伝播を導くリザーバとし
ての役割を果たすことの示唆が 2013 年に報告された（28）。 
トキソプラズマ原虫は胎盤を通過することが可能で、胎児の視覚
障害や聴覚障害、精神運動発達遅滞、痙攣発作、血液学的異常を伴
う先天性トキソプラズマ症の原因となる（1,2,29,30）。トキソプラ
ズマ原虫が妊娠中の胎児への深刻な影響を与えているにも関わら
ず、トキソプラズマ原虫感染に対する免疫学的制御や胎盤における
免疫応答の分子学的メカニズムについては、未だよくわかっていな
い。 
本研究では、感染防御の舞台となっている胎盤に存在する免疫細
胞を解析し、どのような免疫細胞が病原体排除に主要に働くかを検
討することにより、トキソプラズマ原虫感染に対する胎盤における
免疫応答の機序を解明することを目的とした。そのための手法とし
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て、マウスでのトキソプラズマ原虫のライフサイクルがヒトと極め
て類似していることから、実験動物としてマウスを用いた。 
また、本研究で使用する病原体サンプルの調整として、①トキソ
プラズマ急増虫体の培養・検出（in vitro）、②トキソプラズマ組織
内嚢子の継代・検出(in vivo, マウス)を行った。次に、妊娠マウス
でのトキソプラズマ経口感染モデルの確立を過去の文献を参考に
行い（20,31-34）、最終的には、トキソプラズマ感染妊娠マウスで
の胎盤における免疫細胞の表現型を同定するために、これまで胎盤
における免疫細胞に関する研究では報告されていなかったフロー
サイトメトリ解析の手法を初めて確立することとした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 8 
３．材料と方法 
 
3-1 病原体サンプルの調整 
 
① トキソプラズマ急増虫体の培養・検出 
トキソプラズマ原虫（PLK 株；ME49 株由来クローン、弱毒性
嚢子形成 type2 株：急増虫体）（35）は、国立感染症研究所の永宗
喜三郎先生より分与して頂いた。アフリカミドリザル腎由来細胞で
ある Vero 細胞（36）は、RPMI 培地（Sigma-Aldrich）、10%ウシ
胎児血清（ Biological Industries ）、 10 ㎍ /ml  Gentamicin
（Sigma-Aldrich）、37 ℃、5%CO２環境下にて培養を行った。ト
キソプラズマ急増虫体を Vero 細胞単層培養シャーレにふりかけて、
RPMI 培地（Sigma-Aldrich）、3%ウシ胎児血清（Biological 
Industries）、37 ℃、5%CO２環境下にて培養を行った（図Ⅱ）。Vero
細胞は細胞内への急増虫体の侵入寄生、増殖により溶解し、急増虫
体が培養液中に放出されるため、血球計算盤にて急増虫体数をカウ
ントし使用する希釈濃度に調整して用いた。 
 
② トキソプラズマ組織内嚢子の継代と検出 
トキソプラズマ原虫は、ヒトやマウスなどの中間宿主内では急増
虫体から組織内嚢子（緩増虫体）へ、組織内嚢子から急増虫体へと
ステージ変換する。急増虫体は感染細胞で急速に分裂増殖し、感染
細胞を破壊し、宿主を死に至らしめることもある。一方、組織内嚢
子は休眠型で、安定した壁に覆われているため、トキソプラズマは
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免疫系の攻撃を受けずに、宿主の細胞内で共存する。 
トキソプラズマ組織内嚢子の継代用として、8～12 週齢の CBA/J
雌マウスをチャールズリバーより購入し用いた。SPF（specific 
pathogen free）の環境下にて飼育し、筑波大学生命科学動物資源
センターの規約に従った。 
まずCBA/Jマウスにトキソプラズマ急増虫体を腹腔内感染させ、
感染して約 1 ヶ月後にマウス脳を摘出した。次世代以降への継代は、
この摘出した脳（組織内嚢子を含む）を PBS 中でホモジェナイズ
し、CBA/J マウスに、脳溶解液として 20 シスト / 200 ㎕で腹腔内
に注入し感染させた。感染後に急増虫体へステージ変換したトキソ
プラズマを抑制するために抗生剤 sulfadiazine 0.5 g / ℓを、接種後
5 日～18 日に飲水ボトルで投与した。接種後 1 ヶ月以降でマウス脳
より組織内嚢子を得て、新たな CBA/J マウスに感染させることで
継代した（図Ⅲ）（37,38）。 
摘出した感染マウス脳をホモジェナイズし、PBS で洗浄した後、
組織内嚢子を検出する前処置として、Fixing & Permeabilizing 
Solution（4%formaldehyde、0.2%triton）を加えて、氷上で 20 分
静置した。最終的にトキソプラズマ組織内嚢子の検出は、PBS、10%
ウシ胎児血清で洗浄後、FITC-conjugated dolichos lectin（Vector）
を加え、45 分～1 時間、常温、遮光で静置し蛍光染色により行なっ
た（39-41）。 
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3-2 妊娠マウスでのトキソプラズマ経口感染
モデルの確立 
 
① マウス、交配 
トキソプラズマ感染実験には、BALB/c 野生型マウスをチャール
ズリバーより購入し 8～12 週齢マウスを交配した。SPF（specific 
pathogen free）の環境下にて飼育し、筑波大学生命科学動物資源
センターの規約に従った。 
 交配は各ケージに 1 匹の雄マウスと 2 匹の雌マウスを入れ、翌朝
より数日間にわたり観察し、雌マウスの腟内プラグの有無を確認し
た。腟内プラグが確認された日を妊娠 Day 0（G0）と決定し、妊
娠が確認されたマウスは、交配ケージから別のケージに移動させた。 
 
② 妊娠マウスでの経口感染実験 
妊娠マウスについて、より実際的な感染経路である経口感染実験
を行った。マウスを交配し、妊娠初期にあたる妊娠 Day 7 にトキソ
プラズマ組織内嚢子 30 シストを経口的に感染させ、通常妊娠 Day 
19～Day 20 で満期分娩に至るが、その前の妊娠 Day 16（感染後 9
日）に子宮を摘出し、胎盤でのトキソプラズマ原虫検出（PCR）を
行うこととした。胎盤組織については、1 匹の母体マウスの妊娠子
宮よりおよそ 7～12 胎児分の胎盤組織が採取され、すべてを一括し
て扱うこととした（図Ⅳ）。 
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③ 感染マウス胎盤での PCR 
妊娠 Day 16（感染後 9 日）にマウス胎盤を摘出し、ISOGEN 
(NIPPON GENE) を用いて mRNA を抽出し、High-Capacity 
cDNA Reverse Transcription Kits （Applied Biosystems）を用い
て cDNA を合成した。いずれも製品プロトコールに従い行った。
ABI9700 （Applied Biosystems）にて解析を行った。 
マウス胎盤へのトキソプラズマ感染を確認するために、トキソプ
ラズマ急増虫体表面抗原遺伝子である SAG1（surface antigen 1 ）
を検出した（42,43）。プライマーは 
 SAG1 Forward：TCGGATCCCCCTCTTGTTGC 
 SAG1 Reverse：CTCCAGTTTCACGGTACAGT 
GAPDH Forward：CTTCACCACCATGGAGAAGGC 
GAPDH Reverse：GGCATGGACTGTGGTCATGAG 
を用い、PCR サイクル条件は、94 ℃にて 5 分変性後、94 ℃ 30
秒、55 ℃ 30 秒、72 ℃ 1 分にて 35 サイクルで行った。 
 
 
3-3 マウス胎盤における免疫細胞のフローサイト
メトリ解析 
 
胎盤組織は 1 mm3大に細かく切り、45 分間、37 ℃、1 mg/ml コ
ラゲナーゼ D（Roche）を加えた PBS に入れて振盪させながら反
応させた。さらにスライドガラスでホモジェナイズし、2% FBS（ウ
シ胎児血清）を加えた PBS で洗浄後、細胞懸濁液を無菌のステン
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レス製100ナイロンメッシュのフィルターに通過させた。0.75% 塩
化アンモニウム溶液にて溶血後、2% FBS（ウシ胎児血清）を加え
た PBS で再懸濁した（44）。細胞浮遊液を 5×105個/サンプルに調
整し、氷上で抗 CD16/32 抗体（2.4G2）0.5 ㎍にて Fc レセプター
に対するブロッキングを常温で 5 分間行った。以下カッコ内にはモ
ノクローナル抗体のクローン名を示す。その後、同時に血球マーカ
ーである PE 結合抗 CD45.2 モノクローナル抗体（104）、および
FITC またはAPC 結合のCD3（5K7）、CD4（GK1.5）、CD8（53-6.7）、
B220（RA3-6B2）、NK1.1（PK136）、Gr-1（RB8）、CD11b（M1/70）
を含む系統マーカーに対するモノクローナル抗体で染色した。いず
れも BD Bioscience より購入した。細胞を洗浄後、フローサイトメ
トリ解析を行った。サンプルの取り込み、解析については FACS 
Calibur（Cell Quest software）を用いて、同社のプロトコールに
従って行った。 
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４．結果 
 
4-1 組織内嚢子の検出 
 
キーエンス蛍光顕微鏡にて組織内嚢子の検出が確認できた（図Ⅴ）。
通常、嚢子は球形で、その直径は 40～50 ㎛、大きいもので 100 ㎛
とされる。嚢子縣濁液を一定量スライドにとり、蛍光顕微鏡下で嚢
子数をカウントした。使用する投与濃度に希釈することで病原体サ
ンプルの調整が可能となった。 
 
 
4-2 感染マウス胎盤におけるトキソプラズマ急増
虫体表面抗原遺伝子（SAG1）の検出  
 
マウス胎盤より DNA を抽出し、トキソプラズマ急増虫体の表面抗
原であるSAG1の特異的プライマーを用いて、PCRにて検出した。
ターゲットバンドである 759 塩基のバンドが、トキソプラズマ感染
マウス胎盤で検出され、トキソプラズマ病原体が存在していること
が確認できた（図Ⅵ）。これにより今回の実験系において、妊娠マ
ウスにトキソプラズマ原虫（組織内嚢子）を経口接種し、胎盤への
トキソプラズマ感染が成立していることが確認でき、トキソプラズ
マに感染した胎盤を得ることが可能となった。1 匹の妊娠マウスか
ら得られる胎盤サンプル量には限界があり、フローサイトメトリ解
析で必要な細胞数を確保するには、同一サンプルを PCR に使用す
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ることが困難であった。そのため本実験は予備実験として行い、こ
の実験系における胎盤感染を確認することとした。 
 
 
4-3 マウス胎盤に存在する免疫細胞のフローサイ
トメトリ解析（1）CD11b／Gr-1 
 
胎盤におけるトキソプラズマ原虫感染に対する免疫応答を調べ
るために、本研究ではトキソプラズマ原虫を感染させたマウス妊娠
モデルを用いて、胎盤における免疫細胞の解析方法を確立した。   
腟内プラグを同定した日を妊娠 Day0（G0）とした。トキソプラ
ズマ原虫感染群マウスには妊娠 Day7（G7）にトキソプラズマ原虫
組織内嚢子 30 シストを経口感染させた。胎盤組織は感染後 9 日目
（妊娠 Day16；G16）に採取した（図Ⅶ）。 
上記のように妊娠Day7にトキソプラズマ原虫感染させたマウス
と、非感染マウスを用意した。これまでの研究では、妊娠 Day7 に
嚢子を接種されたマウスの場合、流産は妊娠 Day16 ころに観察さ
れ（45）、これらよりトキソプラズマ原虫感染は妊娠 Day16 まで胎
盤に恒常的に影響を与えることが示唆された。そのため、我々は胎
盤の免疫細胞分画におけるトキソプラズマ原虫感染の影響を解析
するため、妊娠 Day16 に胎盤組織を採取することとした。 
トキソプラズマ原虫接種後 9 日目（G16）に、感染マウス（n=6）
と非感染マウス（n=6）から採取した胎盤における CD45.2+ 細胞の
うち、CD11b+ Gr-1+ 細胞、CD11b+ Gr-1－細胞、CD11b－ Gr-1－細
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胞の割合についてフローサイトメトリで解析した。CD45.2 とは、
BALB/c や C57BL/6 などのマウス白血球共通抗原で、赤血球系と
血小板系を除いた全ての造血系由来の細胞に発現しており、すなわ
ちその分画に含まれる免疫細胞について解析した。主に、CD11b+ 
Gr-1+ 細胞には炎症性単球や好中球、CD11b+ Gr-1－細胞には単球や
マクロファージ、CD11b－ Gr-1－細胞にはリンパ球が含まれる。 
フローサイトメトリ解析により、胎盤に存在する細胞に CD45.2+ 
細胞として描出される血球細胞が含まれていることが示されたた
め（図Ⅷ）、我々は CD45.2+ 細胞分画ゲートの細胞について解析し
た。CD45.2+ のゲーティングについては、特にトキソプラズマ感染
胎盤で出現する胎盤細胞の死細胞と考えられる集塊を除外して解
析を行うため図Ⅷに示す通りとした。死細胞については、PI
（Propidium Iodide）染色にて確認した。非感染マウスの妊娠
Day16 の CD45.2+ 細胞のうち CD11b+ Gr-1+ 細胞分画の割合は、
5.73±3.4%を占めていた（図Ⅷ,Ⅸ）。 
これに対し、トキソプラズマ原虫感染後 9 日目（G16）のマウス
胎盤では、非感染マウス胎盤に比較して、CD45.2+ 細胞のうち
CD11b+ Gr-1+ の細胞分画の割合が有意に増加していた（23.3±
8.2%）（図Ⅷ,Ⅸ）。対照的に、非感染マウス（60.1±13.1%）に比較
して、CD11b－ Gr-1－の細胞分画は、有意に減少していた（36.5±
8.0%）（図Ⅷ,Ⅸ）。一方で、CD11b+ Gr-1－の細胞分画は感染マウス
と非感染マウスの間で同程度（32.3±10.8%  vs  37.0±9.2%）で
あった（図Ⅷ,Ⅸ）。 
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4-4 マウス胎盤に存在する免疫細胞のフローサイ
トメトリ解析（2）リンパ球分画 
 
トキソプラズマ感染により胎盤で割合の減少を認めていた
CD11b－ Gr-1－の細胞分画には、リンパ球分画が主に含まれること
から、胎盤における CD45.2+ 細胞の内、リンパ球ゲート（前方散
乱；FSC low、側方散乱；SSC low）のリンパ球分画について解析し
た（図Ⅹ）。CD4+ T 細胞、CD8+ T 細胞、ナチュラルキラー（NK）
細胞、B 細胞の細胞分画の各々の割合は、トキソプラズマ原虫感染
後 9 日目（G16）の感染マウスおよび非感染マウスの間で同程度で
あった（図Ⅹ,Ⅺ）。 
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５．考察 
 
1. 本研究のまとめ 
本研究では、妊娠マウスにおけるトキソプラズマ感染で感染防御
の舞台となっている胎盤に存在する免疫細胞を解析し、どのような
免疫細胞が病原体排除に主要に働くかを検討することにより、トキ
ソプラズマ原虫感染に対する胎盤における免疫応答の機序を解明
することを目的とした。経口感染後 9 日目のマウス胎盤では、
CD11b+ Gr-1+ 細胞分画の割合が、トキソプラズマ感染マウスで非
感染マウスより有意に高率であるという結果を得た。CD11b と
Gr-1 は Ly6G+ 好中球と Ly6C+ 炎症性単球に発現しているため、増
加している細胞が好中球や炎症性単球、あるいは両方である可能性
が考えられる。 
今回のトキソプラズマ感染させたマウス妊娠モデルにおいては、
末梢血をはじめ他の臓器での免疫細胞について検討するに至って
いない。これまでの報告では、トキソプラズマ組織内嚢子（type2
株）のマウス経口感染で小腸における免疫細胞の割合について検討
されているものがある（28）。そこでは、CD45+細胞における炎症
性単球（Ly6ChighCD11b+）、好中球（Ly6G+CD11bhigh）、CD11chigh
細胞について、非感染時と感染後 7～8 日目を比較している。小腸
の粘膜固有層や腸上皮についてフローサイトメトリで解析してお
り、感染後 7～8 日目に炎症性単球（Ly6ChighCD11b+）、好中球
（Ly6G+CD11bhigh）の割合がいずれも有意に増加していることを
示している。この報告や本研究では、いずれも末梢血で好中球や炎
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症性単球が増加し、それを反映している可能性は否定できないが、
このような生体防御バリアである腸管に集積する免疫細胞につい
ての報告は、本研究において胎盤で観察されたデータを支持する一
つと考える。 
 
2. Gr-1+ CD11b+ 細胞（好中球と炎症性単球）について 
文献的には、Gr-1+ 炎症性単球は、マウス腹腔内感染でトキソプ
ラズマ原虫に対する免疫応答の初期段階で感染部位に遊走され、感
染早期のトキソプラズマ複製増殖を抑制することに密接に関連し、
また、Gr-1+ 炎症性単球が遊走されないと、IL12、TNFα、IFNγ
などの感染制御に重要とされるサイトカインを高レベルに分泌す
る正常なヘルパーT1 細胞応答の誘導があっても、大幅な死亡率の
増加をもたらすと報告されている（46）。Gr-1+ 炎症性単球の選択
的欠損により、トキソプラズマ原虫の増殖や好中球の高度流入、過
剰な腸管壊死、急性感染による死亡が制御不能であったとの報告も
ある（22）。また、好中球除去したマウスの腹腔内感染では、ヘル
パーT1 応答が減弱し、トキソプラズマ原虫の増殖が制御不能とな
った（47）。 
さらに、CD11b+ Gr-1+ 細胞は、トキソプラズマ感染に対して防
御的に働く前炎症性サイトカインやケモカイン、一酸化窒素（NO）
または活性酸素種を分泌できることが知られている（48,49）。従っ
て、本研究において、CD11b+ Gr-1+ 細胞分画の割合がトキソプラ
ズマ感染マウスで非感染マウスより高率であったことは、感染防御
に何らかの関与をしていることを示唆するものと考える。他の臓器
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ではすでに報告されているように、胎盤でもトキソプラズマ原虫感
染に対する免疫において、自然免疫応答が重要で、CD11b+ Gr-1+ 細
胞で示される炎症性単球や好中球が特に関与している可能性が判
明したが、現在、その機序についてはまだ不明な点も多い。 
 
3. 感染防御の機序についての考察（IFNγの相反する作用） 
IFNγは、トキソプラズマをはじめとする様々な細胞内病原体に
対する感染防御にとって特に不可欠なサイトカインとされている。
トキソプラズマ感染初期における、T 細胞の IFNγ産生や好中球の
遊走や腸粘膜での p47 GTPases IGTP の誘導が、MyD88（Myeloid 
differentiation factor 88）に依存しているとの報告がある（50）。
TLR-2（Toll like receptor-2）と MyD88 を介して IFNγや NO 産
生が活性化され、IFNγはインドールアミンを活性化し、インドー
ルアミンはトキソプラズマの必須アミノ酸であるトリプトファン
のキヌレニンへの代謝を促進する（51）。ヒト胎盤での TLR-2 の発
現の報告があり（52）、胎盤におけるトキソプラズマの感染防御の
メカニズムとして、トキソプラズマのトリプトファン枯渇を起こす
ことによる抗原虫作用に TLR-2 や MyD88 が関与している可能性
が考えられる。 
一方で、妊娠マウスでのトキソプラズマ感染では、IFNγ中和に
より母体血中の急増虫体数は増加するにもかかわらず、胎盤感染と
胎児感染が減少する（21）。トキソプラズマ感染において、IFNγ
は胎盤細胞の ICAM-1（Intercellular adhesion molecule-1）とい
う細胞間接着分子の発現増加を介して、単球の胎盤細胞への接着プ
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ロセスに関与している（34）。ヒトでのトキソプラズマやトリパノ
ソーマなどの感染において、胎盤細胞に ICAM-1 が過剰発現してい
る（53）。また、ICAM-1 を有するヒト胎盤由来細胞を用いた in vitro
の実験では、可溶性 human ICAM-1 と抗 ICAM-1 抗体が、それら
細胞層へのトキソプラズマの通過を妨げることを報告している
（54）。これらより、①トキソプラズマ感染により母体では IFNγ
が産生され、胎盤細胞での ICAM-1 発現が増加する、②トキソプラ
ズマ感染した炎症性単球の ICAM-1 を介した胎盤細胞への接着を
促進し胎盤へのトキソプラズマ感染を増悪させる、③胎盤での炎症
増悪が起こり、胎盤関門が破壊される、④トキソプラズマが胎盤を
通過した結果、胎児感染が起こる、という機序の仮説が考えられる。
すなわち、IFN-γは、妊娠マウスにおいては、母体感染には感染防
御作用として働き、胎児感染においては胎盤への感染を増悪させる
作用も有する可能性が考えられ、胎盤を介した胎児感染のプロセス
についても重要な役割を担っていることが示唆される。 
 
4．今後の展望 
本研究における今後のさらなる解析として、まず CD11b+ Gr-1+ 
細胞で示される細胞分画のうち、Ly6G+ で示される好中球あるいは
Ly6C+ で示される炎症性単球のいずれかが胎盤におけるトキソプ
ラズマ感染の制御に関与しているかを同定する必要がある。その上
で、それら免疫細胞の除去抗体や、遊走機能を欠損させたノックア
ウトマウスを用いて、胎盤でのトキソプラズマの急増虫体数や
Inflammatory index、胎児感染の割合について比較していくことで、
 21 
胎盤感染におけるそれぞれの免疫細胞の機能を調べていくことが
考えられる。 
また、本研究で確立した免疫細胞のフローサイトメトリ解析は、
トキソプラズマと同様にサイトメガロウイルス、風疹ウイルス、パ
ルボウイルス、梅毒のような、胎盤を介する先天感染の原因となる
様々な病原体に対する胎盤における免疫応答を解析するのに有効
な手法となると考える。 
さらに、これら病原体の経胎盤感染についてもトキソプラズマ感
染と同様に、母体での感染防御により胎盤での炎症が惹起され、胎
盤関門の破壊が起こる結果として胎児感染が成立する機序が関与
している可能性も考えられる。本研究で明らかになった CD11b+ 
Gr-1+ 細胞で示される免疫細胞の他に、IFNγや ICAM-1 分子を含
む感染防御メカニズムがさらに解明されれば、先天感染における最
終的な目標である胎児への感染予防のワクチン開発につながる非
常に有用なものとなることが期待できる。 
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６．結論 
  
 本研究では、トキソプラズマ原虫感染に対する胎盤における免疫
応答の機序を解明するため一連の実験系を確立した。今回は妊娠マ
ウスでのトキソプラズマ経口感染モデルを確立し、胎盤に存在する
免疫細胞がトキソプラズマ感染によりどのように変化するかを解
析することができた。この実験系を用いて、CD11b+ Gr-1+ 細胞の
割合が胎盤で有意に増加していることを明らかにし、トキソプラズ
マ感染の免疫防御において重要な役割を持つ可能性を示した。トキ
ソプラズマ原虫の胎盤を介した胎児への感染防御システムのメカ
ニズムは未だ不明な点が多く、本研究はそのメカニズムの解明につ
ながる結果であると言える。今後は、感染胎盤において感染防御を
担う免疫細胞の同定やその機能についてのさらなる解析が必要と
考える。 
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9. 図・図の説明 
 
図Ⅰ トキソプラズマの生活環 
先天性トキソプラズマ症の病原体であるトキソプラズマ（Toxoplasma gondii）は、胞子
虫類に属する細胞内寄生性の病原性原虫である。ネコを終宿主とし、ヒトを含む哺乳類、
鳥類などの恒温動物を中間宿主とする、代表的な人畜共通感染症である。ヒトへの感染は、
ネコの糞便中に含まれるオーシストや加熱処理の不十分な感染肉に含まれる組織内嚢子
の経口感染により起こる。中間宿主であるヒト腸管では、嚢子内でゆっくり増殖する緩増
虫体が遊離して腸管壁に侵入し、白血球細胞内に感染すると、急速に増殖する急増虫体に
変換・増殖しながら播種する。嚢子は安定な壁に覆われているため、トキソプラズマは免
疫系の攻撃を受けずに生存を続ける。 
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図Ⅱ サンプル調整１；トキソプラズマ急増虫体 
写真は文献 11 より引用。トキソプラズマ急増虫体は黄色の矢印で示す。急増虫体は増殖
した後、寄生細胞を破壊して、細胞外へ放出される。半円から三日月形をしており、長径
4～7 ㎛、短径 2～3 ㎛である。 
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図Ⅲ サンプル調整２；トキソプラズマ組織内嚢子 
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図Ⅳ 妊娠 Day16 に摘出した妊娠子宮と胎児胎盤 
マウスの子宮は双角子宮で、数珠上に各胎嚢が並んでいる。1匹の妊娠マウスからおよそ
7～12 胎児分の胎盤組織が採取された。 
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図Ⅴ トキソプラズマ組織内嚢子の蛍光染色 
トキソプラズマ組織内嚢子は、FITC-conjugated dolichos lectin（Vector）にて蛍光染色
を行った。キーエンス蛍光顕微鏡にて組織内嚢子の検出を確認した。通常、組織内嚢子は
球形で、その直径は 40～50 ㎛、大きいもので 100 ㎛とされる。 
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図Ⅵ  感染マウス胎盤におけるトキソプラズマ急性増虫体表面抗
原遺伝子（SAG1）の検出 
Lane3（トキソプラズマ感染マウス胎盤）では、759 塩基のバンドとして SAG1 遺伝子
の PCR 産物が確認できた。Lane1（ポジティブコントロール）での 605塩基のバンドは、
競合フラグメントを示す。 
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図Ⅶ 妊娠マウスモデルでのトキソプラズマ経口感染実験のスケ
ジュール 
腟内プラグを同定した日を妊娠 Day0（G0）とした。トキソプラズマ原虫感染群マウスに
は妊娠 Day7（G7）にトキソプラズマ原虫 30 シストを経口感染させた。胎盤組織は感染
後 9日目（妊娠 Day16；G16）に採取した。 
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図Ⅷ マウス胎盤における免疫細胞のフローサイトメトリ解析
（１）CD11b と Gr-1 
トキソプラズマ原虫接種後 9日目（妊娠 Day16）に、感染マウスと非感染マウスから
採取した胎盤における CD45.2+ 細胞中での、CD11b+ Gr-1+ 細胞、CD11b+ Gr-1－ 細
胞、CD11b－ Gr-1－ 細胞についてフローサイトメトリで解析した。 
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図Ⅸ マウス胎盤における免疫細胞のフローサイトメトリ解析
（１）CD11b と Gr-1 
トキソプラズマ原虫接種後 9日目（妊娠 Day16）に、感染マウス（n=6）と非感染マ
ウス（n=6）から採取した胎盤における CD45.2+ 細胞のうち、CD11b+ Gr-1+ 細胞、
CD11b+ Gr-1－ 細胞、CD11b－ Gr-1－ 細胞の割合。エラーバーは SD を表す。データ
は２つの独立した実験の代表である。**p＜0.01、***p＜0.001。（対応のない Student 
t 検定） 
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図Ⅹ マウス胎盤における免疫細胞のフローサイトメトリ解析
（２）リンパ球分画 
妊娠 Day16 にトキソプラズマ原虫感染マウスと非感染マウスから採取した胎盤における
細胞を CD45.2、CD4、CD8、NK1.1、B220 に対する特異抗体で染色し、フローサイト
メトリで解析した。 
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図Ⅺ マウス胎盤における免疫細胞のフローサイトメトリ解析
（２）リンパ球分画 
トキソプラズマ原虫接種後 9日目（妊娠 Day16）に、感染マウス（n=6）と非感染マ
ウス（n=6）から採取した胎盤におけるリンパ球ゲート（前方散乱；FSC low、側方散
乱；SSC low）における CD4+ CD3+ T 細胞、CD8+ CD3+ T細胞、NK1.1+ CD3－ NK
細胞、B220+ CD3－ B 細胞の割合。エラーバーは SD を表す。データは２つの独立し
た実験の代表である。 
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省略語 
 
APC：allophycocyanin 
FITC : fluorescein isothiocyanate 
FSC : forward scatter 
IFN：interferon gamma  
PBS：phosphate buffered saline 
PCR：polymerase chain reaction 
PE : phycoerythrin 
SSC : side scatter 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
